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摘要 : 早期 胚胎 显 微 注射 是 目前 获得 转基因 家 看 Bombyx mori 的 主要 途径 。 显 微 注射 操作 对 蛋 卵 的 损伤 导致 注射 
后 的 看 卵 胰 化 率 降低 ,是 家 看 转基因 工作 的 主要 障碍 之 一 。 本 人 研究 对 不 同 卵 龄 的 看 孵 进行 了 开 筷 或 注射 实验 , 并 
对 产后 5 h 的 看 卵 上 背 侧 、 腹 侧 、 前 极 、 后 极 和 中 央 等 5 个 不 同 的 位 置 进 行 了 开 孔 实验 , HET DELETE 
常 看 的 产生 情况 。 结 果 表 明 : 较 早 卵 龄 期 的 注射 或 从 看 卵 背 侧 的 注射 可 以 获得 高 的 摔 化 率 。 腹 侧 注 射 产生 大 量 的 
体形 异常 看 而 背 侧 注射 的 看 完全 正常 。 通 过 调整 注射 时 期 和 注射 位 置 避 开 上 述 影响 可 以 减少 死 夕 和 畸形 看 , 提高 
孵化 率 。 本 人 研究 为 改进 家 看 转基因 操作 技术 提供 了 有 效 的 参考 。 
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Effect of different microinjection operation of eggs on egg hatchability 


and the occurrence of malformation in the silkworm, Bombyx mori 
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(1. College of Biotechnology, Southwest University, Chongqing 400716, China; 2. Department of 
Applied Biology, Faculty Textile Science and Technology, Shinshu University, Ueda 386-8567, Japan) 
Abstract: The technology of microinjecting preblastodermic eggs is currently the main operation to obtain 
the transgenic silkworm ( Bombyx mori). Microinjection will cause damage to silkworm eggs, and lead to 
the decrease in the hatchability of the injected eggs, which is one of the major problems of the transgenic 
technology of the silkworm. In this study, the eggs were microinjected at different embryonic age and on 
different positions of egg including dorsal side, ventral side, anterior pole, posterior pole and the center 
at 5 h after egg laying, to investigate the effect of these factors on egg hatchability and the occurrence of 
larval malformation in the silkworm. The results showed that microinjection operated at the earlier 
embryonic age or from the dorsal side increased the hatchability of those injected eggs. Microinjection 
from the dorsal side brought out normal larvae, while microinjection from the ventral side led to a lot of 
malformed larvae. It is so inferred that choosing the suitable injection time and correct position will 
eliminate the occurrence of malformation and increase egg hatchability to some extent. This study provides 
a useful reference for improving the transgenic operation of the silkworm. 
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FILET AE Bombyx mori 品种 改 展 成 为 技术 创新 
的 重要 方法 。 目 前 将 外 源 基因 导入 看 体 的 常见 方法 
主要 有 精子 介 导 ( 郭 秀 洋 等 ,2001)、 电 子 基因 枪 琢 
击 ( 重 智 司 等 ，1992 ) 和 显 微 注射 (Kanda et al., 
1991) 等 , 其 中 家 在 属 期 豚 胎 显 微 注射 法 以 其 转 基 
成 功率 高 、 操 作 相 对 简便 等 优点 成 为 目前 利用 最 
多 的 一 种 方法 。 研 究 者 用 该 方法 成 功 地 获得 了 表达 





POCA. BURA A. ToC Say Be 4 (Tamura et 
al., 2000; Tomita et al., 2003; Kurihara et al., 
2007) 。 

通常 , 对 家 看 早期 胚胎 显 微 注射 是 用 铅 针 在 产 
下 3 ~ 6 的 看 卵 腹 侧 中 部 开 和 孔 , 再 将 预先 灌 入 了 
核酸 浴 液 的 强化 毛细 玻璃 管 通过 上 述 开 孔 插 入 旷 
A, 利用 向 玻璃 管 后 侧 施 加 适当 的 气压 , 将 管内 的 
IZRI W TEA DN P (Tamura et al., 2000; Tomita et 
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al., 2003). FAP At ae ON AE rf 88 B6] ON e, X 
A ONE AT EN EIT LER VED A BZ, ERE MUI p 
央 注 射 是 因为 此 处 是 将 来 生殖 细胞 发 生 的 位 置 , 有 
利于 获得 可 遗传 的 转基因 个 体 。 金 属 针 和 玻璃 管 的 
两 次 插入 对 看 孵 造成 损伤 , 致使 被 注射 看 卵 的 成 活 
KTR, 这 一 现象 一 直 是 困 绕 转基因 工作 者 的 难 
题 。 不 恰当 的 注射 操作 甚至 导致 看 卵 完 全 不 孵化 。 
与 此 同时 , AE AA AFLP RE EE E AE 
H, 屡 见 体形 异常 个 体 的 发 生 。 这 些 畸 形 看 或 不 能 
EAMES, 或 形成 畸形 的 肾 或 峨 ， 严重 者 中 
途 死 亡 不 能 完成 生活 周期 。 如 何 减 少 畸 形 看 的 产 
生 、 提 高 注射 卵 的 孵 化 率 ?” 这 在 提高 转基因 工作 的 
效率 上 显得 十 分 重要 。 从 事 家 乍 卵 显 微 注射 的 研究 
者 主要 延 用 Tamura 等 (2000 ) 的 方法 。 注 射 卵 的 孵 
化 率 参 差 不 齐 , 高 的 可 达 65. 7% (Tamura et al., 
2000) , 低 的 在 196 以 下 ( 徐 汉 福 等 , 2011) ， 百 分 之 
几 到 30% 左右 的 居多 (Tomita et al., 2003; Wen et 
al. , 2010) 。 马 三 垣 等 (2009 ) 报 道 注射 时 间 和 看 品 
种 等 会 影响 孵化 率 。 尚 没有 关于 看 卵 上 不 同 注射 位 
置 引起 的 畸形 牌 的 报道 。 本 研究 探讨 了 注射 操作 与 
死 卵 及 畸形 和 蛋 产 生 的 关系 ,分 析 其 原因 ， 为 改进 显 
微 注射 方法 和 促进 家 看 转基因 研究 和 应 用 提供 操作 
方法 的 参考 。 


1 材料 和 方法 


1.1 (tit be 

FAM: 采用 经 改 民 用 于 转基因 的 看 品种 NW 
的 看 卵 。 该 品种 看 为 多 化 性 , RAAB. SWEER 
卵 产 下 后 勿 需 人 工 丹 化 处 理 即 可 直接 用 于 看 卵 早 期 
胚胎 注射 。 百 眼色 有 利于 观察 色素 报告 基因 的 表达 
情况 。 看 丹 化 后 在 春季 用 桑 叶 饲养 , 其 产 下 的 看 卵 
用 于 显 微 注射 。 
1.2 fiti ix 

注射 绥 冲 液 : 为 了 尽量 减少 可 变 因 素 的 影响 ， 
本 实验 的 注射 操作 使 用 的 注射 用 缓冲 液 不 含 核酸 ， 
Bl: 含有 5 mmol/L KCl Bj 0. 5 mmol/L 磷酸 缓冲 液 
(pH 7. 0) ( Tamura et al., 2000), 434% AA 
Eppendorf FemtoJet 注射 仪 完成 。 
1.3 在 看 卵 不 同位 置 的 开 孔 操作 

USA ES EOS ait DN AE EXCXEZK E. AD 
产 下 后 于 25Y 下 保护 到 实验 前 30 min, 用 清水 从 连 
纸 上 将 卵 连 同 浆 糊 洗 下 。 为 便于 操作 和 统计 , 利用 
卵 上 附着 的 浆 糊 将 看 卵 按 统 一 的 方 回 粘贴 到 载 玻 片 


E, 待 浆 糊 自然 和 干燥、 等 卵 粘贴 牢固 以 后 开始 注射 

参照 Takami (1969) 的 方法 。 将 卵 面 划分 为 腹 
侧 、 背 侧 、 前 极 和 后 极 , 将 看 卵 卵 窒 位 置 的 中 心 部 
分 称 为 看 卵 中 央 ( 图 1)。 分 别 在 看 卵 的 腹 侧 、 背 
侧 、 前 极 、 后 极 和 中 央 位 置 用 钨 针 开 孔 ， 随 后 用 无 
HETERO. HULE TEE 2 NT FAS h 时 进 
fT, FIREINEREN UTE, FETS ATR 
人 看 卵 内 部 。 





图 1 在 蛋 卵 发 育 的 胚胎 反 转 期 前 后 的 胚胎 位 置 及 
显 微 注射 位 置 的 示意 图 
Fig. 1 Schematic diagrams of the embryo position around 
the blastokinesis stage during the silkworm egg development 
and microinjection position 
A: 反 转 前 Before blastokinesis; B; 反 转 后 After blastokinesis; a: ll 
Dorsal side; b: 后 极 Posterior pole; c: 腹 侧 Ventral side; d: 前 极 
Anterior pole; e: 中 央 Center. 


1.4 对 不 同 卵 龄 乔 卵 的 开 孔 和 注射 

不 同 卵 龄 的 开 孔 和 注射 实验 只 对 乍 卵 上 的 背 侧 
和 腹 侧 进行 。 开 了 筷 方 法 同 1.3 市 。 注 射 方 法 参考 
Tamura 等 (2000 ) 的 方法 进行 。 注 射 时 在 看 卵 开 了 筷 
后 立即 癌 所 开 孔 中 插入 预 装 注 射 缓冲 液 的 强化 毛细 
HAE, 通过 空气 压 癌 卵 内 注入 15 ~ 20 nL 缓冲 
Po DIETA AENA O, BRY 
到 达 卵 中 央 附 近 区 域 。 注 射 后 的 看 卵 立即 用 无 毒 速 
干 胺 封口 以 防止 内 容 物 的 流失 。 

从 看 卵 产 下 时 刻 开始 计算 卵 龄 。 取 卵 龄 约 3. 5 ， 
4, 5 #16 h 的 看 卵 用 于 实验 。 产 卵 时 严格 控制 每 批 
卵 的 产 卵 开始 和 结束 时 间 , 以 使 卵 龄 开 差 在 30 min 
之 内 。 由 于 看 蛾 产 卵 的 速度 不 同 , 为 了 准确 掌握 处 
理 时 的 实际 卵 龄 ,实验 时 记录 各 处 理 的 看 卵 在 开 了 筷 
时 的 最 大 孵 龄 、 最 小 卵 龄 ,计算 各 组 看 卵 处 理 时 的 
平均 卵 龄 。 

1.5 FX RHR. PRN AAMAS 

ERE W498, 置 于 25. RH 80% 的 密闭 盒 
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中 恒温 保湿 , 约 经 9 d 后 胚 子 着 色 ( 称 为 转 青 卵 , 此 
时 期 称 为 转 育 期 ) ,次 日 开始 陆续 孵化 。 调 查 统计 
孵化 卵 、 转 青 期 死 卵 及 未 到 达 转 至 期 的 其 他 前 期 死 
卵 的 比例 。 统 计 总 卵 数 、 孵 化 卵 数 ,计算 孵化 率 。 
PPG HY SE SES TR WU ETUR. HEN, MILE, 
交配 和 产 卵 。 饲 养 过 程 中 观察 看 的 体型 , 对 体形 与 
正常 看 有 明显 不 同 的 个 体 作 为 畸形 个 体 予 以 记录 。 
5 龄 起 看 时 按 看 体 上 畸形 发 生 的 位 置 和 形状 等 细节 
将 畸形 看 分 类 为 胸 足 异 位 、 腹 足 异 位 、 体 市 扭曲 等 


3 类 ,跟踪 畸形 大 的 结 莫 和 化 蛾 情况 。 
2 RAT 


2.1 FEAT NARA AR 

在 卵 龄 为 5 h KÆRE SAARMA I FL 
AE ES A ES 
计 如 表 1. AENA ALTA. 


表 1 ERAM TAS h 时 不 同 开 和 孔 位 置 的 看 卵 有 孵化 率 
Table 1 The hatchability of Bombyx mori eggs on different puncture position at 5 h after egg laying 


Number of punctured eggs 


FILME 


Puncture position 


前 极 Anterior pole 103 

腹 侧 Ventral side 56 

后 极 Posterior pole 107 

背 侧 Dorsal side 55 

中 央 Center 150 

未 开 孔 (对 照 ) Unpunctured (control ) 45 


从 表 1 可 见 , 开 孔 看 卵 的 孵化 率 因 开 孔 的 位 置 
不 同 差 异 很 大 。 其 中 , 背 侧 开 孔 的 孵化 率 最 高 ， 其 
他 依次 为 后 极 、 腹 侧 、 中 央 , 前 极 开 孔 处 理 的 孵化 
i(k. WRK RSI. RAHN A PE 
比例 ， 除 腹 侧 处 理 的 稍 高 以 外 , 其 他 处 理 基 本 类 似 
(在 14.3% +1.5% ) 。 转 青 死 卵 率 在 各 处 理 间 的 差 
异 较 大 , 背 侧 和 后 极 处 理 的 较 低 , 约 为 20% , 前 极 
与 中 央 处 理 的 高 达到 60% DAE, 腹 侧 处 理 介 于 两 者 
之 间 。 其 中 前 极 处 理 的 转 青 死 响 率 最 高 , ZY i AN 
BY 2/3。 

男 对 看 卵 背 侧 和 腹 侧 做 开 筷 实验 , MARTÍ 
化 率 如 表 2,4 3$ DU JF FL Ab X [XC B OF 3 T th S Oy 
48.70% , 高 于 腹 侧 开 孔 区 的 14.2596 。 单 因素 方差 
分 析 结 果 , 两 处 理 的 平均 孵化 率 在 0.01 水 平 上 有 
显著 差异 。 

2.2 Wa iB DP ae E E BUE DEL fs RR 

对 不 同 卵 龄 实验 组 的 孵化 率 统 计 如 表 3. BENT 
为 产 卵 到 注射 时 刻 所 经 过 时 间 。 各 处 理 乔 卵 中 最 大 
与 最 小 卵 龄 的 平均 值 为 该 处 理 的 中 间 卵 龄 。 各 组 卵 
龄 开 差 不 超过 30 min, EMMA MERA REA 
率 的 比较 可 以 发 现 , 无 论 在 哪 一 个 卵 龄 阶段 EN 
注射 孵化 率 都 远 远 高 于 腹 侧 注射 。 这 与 上 述 单 独 开 


转 青 死 卵 率 ( % ) 


Proportion of dead eggs at 


其 他 早期 死 卵 率 ( 96 ) 
Proportion of dead eggs 


WALK (% ) 
Egg hatch rate 


body pigmentation stage at other stage 


19.0 65.3 15.8 
37.0 33.3 29.6 
63.5 22.1 14.4 
68.0 18.0 14.0 
25.5 61.7 12.8 
100.0 0.0 0.0 


孔 实 验 时 的 趋势 相同 。 在 相同 注射 位 置 处 理 中 则 随 
着 卵 龄 的 增加 , 注射 卵 的 孵化 率 逐 渐 降 低 。 
2.3 不 同 开 孔 或 注射 位 置 的 畸形 等 发生 情 况 

取 卵 龄 约 5 h 的 符 卵 分 别 对 其 育 侧 或 腹 侧 进行 
仅 开 孔 不 注射 操作 或 开 孔 加 注射 操作 , 统计 了 孵化 
情况 和 畸形 看 的 产生 数 如 表 4。 其 中 畸形 看 比例 是 
TR IJ c A AA EN. WR 4 Bros, 无 论 
是 开 扎 或 是 开 孔 加 注射 操作 , 育 侧 处 理 中 都 没有 发 
现 畸 形 个 体 。 而 腹 侧 处 理 共 发 现 17 头 体型 异常 看 。 
在 腹 侧 处 理 产 生 的 17 AFFE, 仅 开 孔 区 共 观 
察 到 6 ARER, KEER 3.9% , 开 孔 加 注射 
操作 人 处理 区 11 3c, ih RAH E SER 22.5% 。 与 
单独 开 孔 操作 相 比 , 开 孔 加 注射 的 操作 处 理 区 的 畸 
EXIME. 

EXP RARA A OS PE Wr E 2。 
本 次 观察 到 的 17 KREE, WERE AE AE 
腹 足 、 胸 节 及 前 部 腹 节 。 按 异常 类 型 区 分 : 单纯 体 
“TAH HH EJES 头 , 单纯 附 肢 ( 胸 足 或 腹 足 ) 异 位 的 共 
7 3k, HRS 头 在 体 节 变形 的 同时 伴随 附 胶 ( 胸 足 
或 腹 足 ) 异 位 。 本 次 没有 观察 到 腹 足 和 胸 足 同时 异 
位 或 其 他 位 置 异 常 的 个 体 。 


502 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 56% 


R2 EREM TAS h ARAIA UTD BE BU T TL BG DL E pe Ss 
Table 2 Comparison of the hatchability of Bombyx mori eggs between punctured from the dorsal side 


and the ventral side at 5 h after egg laying 


开 孔 位 置 FF FLOP RX 孵化 卵 数 孵化 率 (% ) 
Puncture position Number of punctured eggs Number of hatched eggs Egg hatch rate 
46 7 15.2 
47 11 23.4 
37 2 5.4 
腹 侧 Ventral side 36 3 8.3 
29 4 13.8 
31 6 19.4 
平均 Mean value 14.25 
337725 Mean square deviation 6.709 
48 32 66.7 
48 19 39.6 
38 20 52.6 
HN Dorsal side 39 22 56.4 
33 13 39.4 
32 12 37.5 
平均 Mean value 48.70 
337725 Mean square deviation 11.775 


表 3 AEREA LE S ON AAA X 


Table 3 The hatchability of Bombyx mori eggs at different embryonic age of injection and on different injection position 


背 侧 注射 腹 侧 注射 
平均 卵 龄 Dorsal injection Ventral injection 
Mean embryonic age Ass BERG MALE (96 ) 总 卵 数 MALE (% ) 
Number of injected eggs Egg hatch rate Number of injected eggs Egg hatch rate 
3 h 40 min 38 81.6 32 40.6 
4 h 10 min 18 71.8 25 32.0 
5 h 10 min 30 53.3 30 16.7 
6 h 00 min 22 31.8 22 9.1 


Bp fi Ar ON SI TEES EST All rZ dm a] Embryonic age is defined as the period between egg laying to microinjection. 


表 4 在 5 h IIA AAA E MAA EHRE Ee 
Table4 Comparison of the occurrence of Bombyx mori malformed larvae when the eggs were punctured or 


injected from the dorsal and ventral side at 5 h after egg laying 


处 理 处 理 位 置 总 卵 数 县 化 卵 个 数 Haj FE c Sk BL 畸形 看 比例 
Treatment Treatment position Number of treated eggs Number of hatched eggs Number of malformed larvae Proportion of malformed larvae 
L | 
RAT a 208 153 6 3.9 
Only puncture Ventral side 
weil 
S" 68 57 0 0 
Dorsal side 
L + ER | 
开 孔 + 注射 a 102 49 11 22.5 
Puncture and injection Ventral side 
A 
则 
S" 33 26 0 0 


Dorsal side 
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USD EN A 
RRRA, 这 些 导 致 其 取 食 困难 。 有 的 异常 
He Wt BZ ABE AS AE. SHEAR AA A ZEN 
Al, AR ia Hx LE AA: AC BC 
FB, 其 下 一 代 中 没有 发 现 异常 , 说 明 这 些 畸 形 性 
状 不 是 一 种 可 遗传 的 基因 水 平 的 变异 。 开 了 筷 后 玻璃 
毛细 管 的 插入 必 将 加 重 了 对 看 卵 的 损伤 ， 其 结果 是 
注射 的 畸形 蛋 比 例 远 高 于 仅 开 筷 的 处 理 ( 表 4)。 当 
卵 龄 相同 时 , 注射 的 孵化 率 必 然 低 于 仅 开 孔 的 处 理 
(33). 

RAS AIESEBEAUA PA, RIN P 10 h 时 生殖 细 
胞 域 位 于 卵 腹 侧 的 后 2396 ~ 30% 的 位 置 ( 黄 君 霆 等 ， 
1995) ,所 以 一 般 认 为 腹 侧 侦 后 极 的 注射 有 利于 提 
高 转基因 成 功率 , 因为 该 位 置 的 注射 可 以 将 外 源 核 
酸 送 到 最 接近 将 来 生殖 细胞 发 生 的 地 方 。 实 际 上 ， 
RIBI mm 左右 , 手工 操作 很 难 控制 玻璃 管 
尖 停 留 在 腹 侧 卵 壳 的 内 侧 的 最 近 处 。 由 于 注入 压力 
等 的 原因 , 注入 的 液 滴 在 卵 内 流动 或 扩散 到 卵 内 更 
深 处 甚至 到 达 或 越过 牌 卵 中 央 。 也 驶 是 说 被 注射 人 
竹 卵 的 核酸 的 位 置 跟 注 入 的 方 回 的 天 系 甚 做 。 无 论 
从 卵 体 的 任何 方向 将 外 源 核酸 送 入 卵 内 ,都 应 该 有 
可 能 获得 转基因 的 成 功 。 背 侧 注射 能 提高 整体 的 县 
化 率 , 在 获得 转 因 个 体 上 不 失 为 一 种 有 效 的 备 选 。 
本 次 实验 注射 的 是 不 含 核酸 的 注射 缓冲 液 ， 尚 不 能 
直接 证 明 背 侧 注射 在 转基因 成 功率 上 是 否 有 变化 ， 
需要 进一步 的 实验 验证 。 

家 重 卵 由 于 具有 较 硬 的 卵 苑 ， 显 微 注 射 时 需要 
通过 机 械 方 式 对答 卵 进行 开 孔 和 核酸 注入 两 个 操 
VE, 对 答 卵 的 损伤 大 、 孵 化 率 一 直 是 限制 转基因 工 
O O ES EA TP. AS 
研究 通过 对 注射 时 期 和 注射 位 置 进行 探讨 ， 发 现在 
一 定 范围 内 提早 注射 时 期 和 选择 适当 的 注射 位 置 ， 
可 以 提高 转基因 注射 操作 后 的 正常 竹 孵 化 率 ， 为 家 
蛋 转 基因 研究 工作 提供 了 有 效 的 参考 。 
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